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［目　的］
破壊された関節に対する関節形成術として近年、主に人工関節置換術が選択されているが、他の有
力な可能性として軟骨移植が注目されてきている。移植片の供給源として同種軟骨がおもに用いられ
ているが、同種軟骨移植を成功させるには生きた軟骨組織を用いなければならず、Donorの死から移
植までのtimelossを防ぐため、また伝染性疾患の除外、移植片の大きさの選択、組織適合性の合致
等のためには、組織中の細胞のviabilityを維持したまま保存することが必要である。しかしこれま
での研究では、分離した軟骨細胞の凍結保存は成功しているが、軟骨組織片の凍結保存に関しては凍
結保護剤が細胞内にまで到達しないためか、よい成績が得られていない。我々はトリブシソを用い予
め基質を部分的に分解することにより、凍結保護剤の浸透性が向上し、痍結後の軟骨組織片のⅥability
が高まることを期待して実験を行った。
［方　法］
関節軟骨片は成犬の大腿骨顆部より無菌的にメスで約5Ⅹ5mm、厚さ約1mmのスライス状に採取した。
実験1　トリブシソ濃度が新鮮軟骨の軟骨基質分解に及ぼす影響
軟骨片を10％FCS、0．03～2．5mg／mlトリプシンを含むM－199培地中で培養後、トルイジソブルー
染色を行い、軟骨基質の分解の程度を調べた。
実験2　　前処理トリブシソ濃度、DMSO濃度・処理時間、初期凍結速度が凍結・解凍後の軟骨
組織のViabilityに及ぼす影響
軟骨片を10％和、3種煩の濃度のトリブシソ（0．3，1．25，2．5mg／ml）を含む培地中で培養し、
洗浄後、10％FCS、10，15，20％DMSOを含む培地を加えた凍結用チューブに移し、恒温槽中で
1～3時間振とうした。その後、prOgramfreezerを用い－80℃まで凍結した。急速解凍洗浄し
た後、［寄S］硫酸ナトリウムでラベルし、凍結乾燥した後、液体シソチレーショソカウソター
で［寄S］の軟骨片への取り込みを測定した。
実験3　　凍結・解凍操作後の軟骨組織のプロテオグリカソ合成能
軟骨片を2．5mg／mlトリブシソ、15％DMSO、初期凍結速度1℃／min．の条件で－80℃まで凍結
し、ただちに解凍した。軟骨片を［35S］でラベルした後プロテオグリカソを抽出し、SepharOSe
CL－2Bクロマトグラフィーを行った。
実験4　　軟骨組織の解凍保存後のⅥability
実験3と同様に、軟骨片を－80℃まで凍結した後、液体窒素中に移し－196℃で保存した。
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2、4、8週後に急速解凍し、［乃S］の取り込みを測定した。
実験5　　凍結保存軟骨組織における生存軟骨細胞の分布
凍結保存した軟骨を4週及び8週後に解凍し、洗浄後、［35S］でラベルし、microautoradio
graphyを行った。
［結　果］
実験1
トリブシソ濃度0．3mg／mlから染色性の低下が始まり1．25mg／mlで中等度に低下、2．5mg／mlで
はほとんど染色されなかった。
実験2
1℃／minの初期凍結速度、2．5mg／ml、20時間のトリブシソ処理条件下で、10％DMS0　3時間
と15％DMSO　3時間の処理でそれぞれ新鮮軟骨の43％と46％の［SS］の取り込みが認められた。
実験3
新鮮軟骨に近い溶出曲線が得られ、対照との間に新しく合成されたプロテオグリカソの分子サイ
ズに大きな差異は認められなかった。
実験4
2、4、8週間凍結保存した軟骨の［誠S］の取り込みはそれぞれ新鮮軟骨の19、15、20％認められた。
トリブシソ処理せずに凍結保存した軟骨では［寄S］の取り込みは新鮮軟骨の2％以下であった。
実験5
4週間及び8週間凍結保存した軟骨のmicroautoradiographyでは、軟骨片の表層だけでなく深
部でも［乃S］の取り込みが認められ、明らかに軟骨細胞が生存していた。
［考　察］
これまでの関節軟骨組織の凍結保存に関する報告は凍結後すぐに解凍して生存率を測定しているも
のが多いが、その実験材料の種炉や大きさはまちまちであり、結果もほとんど生存し得ないという報
告から、50％の生存率が得られたというものまでまちまちである。今回の実験結果からすると、従来
の無処理のまま凍結する方法では高率に細胞を生かすことは困難といえる。細胞内にまでDMSOが
十分に到達するためには、かなり高度に基質を分解し、しかもDMSOを含む培地中での振とう処理
をある程度続けることが必要と思われた。トリブシソ前処理により、8週間凍結保存した後に軟骨組
織全層に細胞の生存を確認したのは渉猟し得た限りこれが最初であるが、今後明らかにされねばなら
ない問題も残されている。すなわち処理後の軟骨片の力学的強度、どれだけの細胞が生存していれば
組織の変性を防げるのか、また実際に臨床に用いるようなさらに大きい、厚い軟骨片ではどうか、な
どの問題である。
学位論文審査の結果の要旨
破壊された関節軟骨の修復方法として軟骨移植が注目されているが、移植に際し必要となる軟骨の
凍結保存方法は未だ確立されていない。本研究は、関節軟骨組織のviabilityを維持したまま凍結保存
する方法について検討したものである。
成犬大腿骨顆部より軟骨片を採取し、前処理トリブシソ濃度、Dimethylsulfoxide（DMSO）濃度・
処理時間、初期凍結速度の各因子を変えて、凍結・解凍操作後の軟骨組織への［誠S］硫酸ナトリウ
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ムの取り込みを検討した結果、その取り込みは、トリブシソ2．5mg／mlを含む培地中で前処理し、10
％あるいは15％DMSOで3時間振とう処理し、1℃／min．の初期凍結速度で凍結した場合が最も良
く、それぞれ新鮮軟骨の43％、46％であった。2．5mg／mlの前処理トリブシソ濃度、15％DMSO処理
3時間、1℃／min．の初期凍結速度の条件で軟骨片を凍結し、－196℃で凍結保存した結果、2週、
4週、8週後においてそれぞれ新鮮軟骨の19％、15％、20％の［苫S］の取り込みがみられ、
microautoradiographyでも軟骨細胞の生存が確認された。また、保存後に合成されたプロテオグリ
カソは、正常に近い分子サイズであった。一方、トリブシソ処理をしない場合は、凍結保存した軟骨
片の細胞はほとんど死滅していた。
以上の結果より、関節軟骨組織の京abilityを維持したまま凍結保存するためには、凍結保護剤の浸
透性を高めるなんらかの工夫が必要不可欠であると考えられた。またトリブシソ処理により基質を部
分的に分解し、かつ凍結保護剤を含む培地中で一定時間の振とう処理を加えることにより、長期間凍
結保存後も軟骨組織の生存が可能であった。この新しい知見は、今後の関節軟骨の凍結保存方法を確
立するため非常に重要である。よって学位論文として価値あるものと認める。
」
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